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要旨 
加齢性の卵巣機能低下は排卵周期に伴う貯蔵卵胞の減少と卵巣組織の損傷が主たる原
因であり、加齢に伴う女性の生殖能力低下の要因となっている。従って、生殖医療の治療成
績を上げる目的で、経口避妊薬（OC）による長期間の排卵抑制を行うことで生殖能力の温
存が可能であるという仮説をたて、OC 投与モデルマウスを作成して検討した。マウスに 2 ヶ
月齢から生殖年齢のほぼ全期間 OCを投与したところ、ヒトの 40歳前後に相当すると考えら
れる 12ヶ月齢マウスにおいて、排卵数が有意に増加するという結果を得た。また、卵巣組織
切片を使用した形態学的解析から、OC投与で卵巣の加齢性の線維化を抑制できる可能性
が高く、それは酸化ストレス蓄積の減少に応用できる可能性を指摘できた。 
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序文 
キャリア化に伴う晩婚化が世界的に社会現象となる中で、日本でもおよそ 10組のうち 1組
が不妊治療を必要としている 1–5。過去の研究結果から、女性の生殖能力は未経産婦の場
合に 30歳から低下を始め、35歳から急落することがわかっている 6–8（図 1）。一方で、20歳
代や 30 歳代前半であることや、経産婦であることは生殖能力が相対的にみて高いため、不
妊治療が不要である可能性が高い。 
 
 以上から、今日の産婦人科領域では、生殖能力上高齢と分類される 35 歳以降の女性の
妊孕能の保存や不妊治療の成績が大きな関心の的となっている。女性の生殖能力に関係
する因子には卵巣、子宮、中枢神経系その他様々なものが存在するが、最も直接的に関係
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する因子はヒトでは卵胞数の低下として現れる卵巣機能の低下である 9–12（図 2）。ヒトの卵胞
数は胎生 18週頃が最大であり、出生後から指数関数的に減少していくが、その卵胞が消滅
していく事象は細胞死機序によるものが中心とされている。近年では分子細胞生物学の飛
躍的な発展により iPS 細胞を用いた卵子の創出がマウスレベルにおいても可能になってい
るが、倫理的側面からヒトにおいて体細胞から卵子を創出することは困難であることを考える
と、加齢においても卵巣機能を如何にして温存するかということが焦眉の課題となっている。 
 
 妊孕能を補助する技術は卵巣や卵子を対象とするものが中心であり、体外受精/顕微授精
を含む生殖補助医療（ART）を基盤とした受精卵、卵子、卵巣組織などの凍結保存であり、
若年対象としては主に悪法性腫瘍治療前に行われるものが一般的になっている。近年では
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採卵が困難な高齢女性に対して原始卵胞体外活性化法（IVA）なども施行されるようになっ
てきたが、これら技術は概して侵襲的な技術である 13–17。一方、排卵周期に伴う卵胞成熟、
排卵などで発生される活性酸素を介して、卵巣組織破壊が進行する機序が近年明らかにな
っており 18,19、コエンザイム Q10、ビタミン Eやビタミン C、メトホルミンなどの抗酸化的な見地
からの卵巣保護や漢方などの比較的マイルドな方法論までが有効であるかどうかという様々
な議論がある 20–22。本研究では卵巣機能の加齢性低下を阻止できる、比較的容易な工夫が
ないかどうかを出発点とした検討を行うことにした。加齢性の卵巣機能低下を進行させる原
因としては、過去の報告で排卵周期に伴う貯蔵卵胞数の減少と卵巣組織破壊という２つの
過程が深く関係していることがわかっている 9–12（図 3）。 
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ヒトにおいては平均的にみて、20歳から 40歳程度までの 20年以上の長期間にわたる排卵
周期が卵巣機能低下にかかわっていることとなる。従って、長期間にわたって排卵を抑制し
た場合に卵巣機能を温存できるという可能性を考え、経口避妊薬を使用し長期間排卵を抑
制したモデルマウスを作成し、高齢マウスの生殖能力を比較することにした。 
経口避妊薬（通称ピル）は古典的薬剤であり、1960 年から避妊薬としてエストロゲン・プロ
ゲステロン合剤が使用され、発売当時は血栓塞栓症発生などのリスクが指摘されてきたが、
1970 年代から使用されている低用量ピルは比較的副作用も低く、安全性が確立されてきた。
現在は極低用量ピルが開発され、催吐作用なども大きく軽減されている 23。元来性生活的
な意味での活動性が高く若い生殖可能年齢である女性を標的とし設計された薬剤であった
ため、子宮内膜症の予防や月経困難症、月経前症候群/月経前不快気分障害などの治療
に用いられることはあるが、主に未婚かつ未産の 30 歳台以降の女性をターゲットとして継続
的・予防的に使用するという点は考慮されておらず盲点となっていた。日本では使用率が全
女性の数％程度であるが、欧米では経口避妊薬の使用経験者は人口の八割以上に達する
ため、主に欧米で一定の使用歴をもつ女性を対象に、閉経時期や中止後の妊娠について
の大規模な統計学的検討が行われた結果、生殖能力の温存という観点でいうと有効ではな
いと結論されている 24,25。しかし、純粋に未産婦のみを対象にし、かつ年齢も生殖的に高齢
の女性に限定した統計をとった報告は皆無であり 26、現実的に 30〜40 歳の期間に内服す
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るヒト対象の前向き試験を実行することは困難であるため、今回我々は、ヒトへの応用を最終
的な目標として生殖年齢のほぼ全期間を通して長期間の経口避妊薬による排卵抑制を行
ったマウスの生殖能力について検討した。 
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本研究の論理展開、各実験および統計の目的と着眼点 
１：経口避妊薬を連日投与した長期間の排卵抑制モデルマウスを作成した。ヒトの体重比で
対応させた用量を決定し、排卵が抑制されていることを確認した。 
２：非介入のマウスとモデルマウスを月齢ごとに比較して、未経産マウスにおいて経口避妊
薬の効果が発揮される月齢を指摘した。同時に自然交配においても有意に胎児数が増加
することも確認した。 
３：加齢したマウスの卵巣組織を形態学的に解析することで、排卵抑制による保護効果が発
揮される作用機序を検討した。同時に病理学的に正常な卵巣の組織切片を使用し、ヒトに
おける加齢性の形態学的変化を比較検討した。 
４：ヒト未経産婦の不妊治療成績と比較して、臨床応用の際に対象とする年齢を推測した。 
 
Key words 
・経口避妊薬（OC = oral contraceptive） 
・排卵抑制 
・卵巣機能の保護効果 
・未経産（婦） 
・加齢性の生殖能力低下 
・卵巣の加齢性ストレス蓄積
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方法 
（１）倫理規定 
 動物実験については、東京大学大学院医学系研究科の倫理委員会の承認された方法を
通して行い、子宮頸癌・子宮体癌患者の卵巣組織検体を使用した組織学的解析、生殖医
療の結果を使用した統計学的解析についてはインフォームドコンセントを得た患者のものを
使用し、東京大学医学部附属病院倫理委員会の承認を通して研究を行った。 
 
（２）使用動物 
動物は C57BL/6N メスマウス（Charles River Laboratories Japan Inc.）を使用し、6-7週齢で
同日に購入したマウス、もしくは同系統オスとの交配によって産まれた第一世代のマウスを
使用した。そして、可能な限り同腹個体をコントロール群とおいた。飼育環境条件は 23 ± 
2 °C、湿度 50-60%、餌・水へはフリーアクセスの換気状態のよい環境で、12時間ごとの明暗
条件とした。自然妊娠を検査するために中途で同系統の若年オスマウス（2-6 ヶ月齢）を追
加した実験を除いて、原則的にケージ収容数はメスマウス 5匹で統一した。その際に使用す
るオス個体も同様に可能な限り同腹個体を使用した。 
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（３）排卵抑制モデルマウス・連続妊娠モデルマウスの作成 
同日購入された C57BL/6N メスマウス、もしくは同系統の交配で産まれた第一世代の同
腹マウスをランダムに介入群とコントロール群に分けてモデルを作成した。経産・妊娠中のマ
ウスの解析以外で使用するマウスは全て未経産マウスを使用した。 
経口避妊薬（OC）は 150 µg デソゲストレル(DSG) / 20 µg エチニルエストラジオール(EE)を
含有する 66 mg錠剤である低用量経口避妊薬のマーベロン 21 (Merck Sharp and Dohme, 
Tokyo, Japan)を使用し、30%ブドウ糖溶液に混和した状態（OC 混和液）で投与した。毎日 1
回以上、原則として 24時間以上投与期間が空かないように注意して、ピペットを用いて経口
的に投与した。同時に 5 匹については 30%ブドウ糖液のみを投与した群を作成し、有害事
象の有無や生殖機能に対して影響がないかをモニターした。 
排卵抑制のモデルマウス作成のために、まず投与量について以下の 5 グループに分けて
検討した。（A）コントロール群（非介入）、（B）ブドウ糖溶液投与群（30%ブドウ糖液 20 µl/日
を投与）、（C）等用量 OC投与群（2.6 mg/kg 体重比の OC混和液を 20 µl毎日投与）、（D）
2倍量 OC投与群（5.2 mg/kg 体重比の OC混和液を 20 µl毎日投与）、（E）10倍量 OC投
与群（26 mg/kg 体重比の OC混和液を 20 µl毎日投与） 
定期的に妊娠を繰り返させたモデルマウスを作成し、各月齢での平均出産数を観察した。
3-4 匹の 2 ヶ月齢のメスマウスを 1 匹の若いオスマウスを同居させて交配し、胸部・腹部など
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で明らかな妊娠所見が見られた場合にオスの居ない別ケージで飼育するという方法をとっ
た。繰り返す妊娠・出産・飼育による体力低下の問題を起こさないために、それを 2ヶ月に一
回行い 16 ヶ月齢まで観察した。 
 
（４）排卵抑制の確認手順 
7-12 週齢のマウスを使用して、OC 投与による排卵抑制効果を検証した。本研究では若
年を 2-4 ヶ月齢と設定したため、十分な OC 投与期間を含めて 3 ヶ月齢までになるようにし
た。その際にも、可能な限り同腹個体を使用した。観察方法としては、（A）卵管膨大部の肉
眼的観察による確認（図 4）、（B）自然妊娠・出産を観察、（C）腟分泌物の観察、を採用した。 
 
（A）ペントバルビタールナトリウム（ソムノペンチル; Kyoritsu Seiyaku Corporation, Tokyo, 
Japan）50 mg/kg 体重比を使用した麻酔下の状態で、背側からの切開によって卵管を肉眼
的に観察して判定した（必要に応じて切除した）。本実験全ての麻酔は同様の方法を用い
た。 
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（B）3-5 匹のメスマウスと 3-6 ヶ月齢のオスマウスを同一ケージに入れて飼育し、OC 投与
群については同様の投与方法を継続しながら、自然妊娠・出産について観察した。 
（C）毎日腟内を 20 µlの水で洗浄して腟内容物のスメアを作成し、室温で十分に乾燥させ
た後、クリスタルバイオレット染色した。バーミーM1 液（MUTO PURE CHEMICALS CO., 
LTD., Tokyo, Japan）で 30 秒間染色し、十分に水洗して、室温で乾燥させた後に光学顕微
鏡で観察した。40 倍・100 倍の倍率で観察して、発情前期・発情期・発情後期・発情間期 4
つのマウスの性周期に分類した（図 5）。 
 
 
（５）各月齢群と投与期間によるグループ分け 
SPF (Specific Pathogen Free)グレードのメスマウスを月齢と OC 投与期間で分類した。コント
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ロール群として 2-4・6・8・10・12・14 月齢の非投与マウスを解析し、投与群として前述の 2 倍
量 OC投与マウスを以下の 6グループに分けて評価した（図 6）。 
 
（A）12m OC群：2～12 ヶ月齢の期間に OC投与を行って 12 ヶ月齢で解析した群 
（B）12m 2mOC群：10～12 ヶ月齢の期間に OC投与を行って 12 ヶ月齢で解析した群 
（C）12m 1wOC群：排卵誘発直前の 1週間 OC投与を行って 12 ヶ月齢で解析した群 
（D）10m OC群：2～10 ヶ月齢の期間に OC投与を行って 10 ヶ月齢で解析した群 
（E）14m OC群：2～14 ヶ月齢の期間に OC投与を行って 14 ヶ月齢で解析した群 
（F）3m OC群：排卵誘発直前の 20日間 OC投与を行って 3 ヶ月齢で解析した群 
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（６）採卵、卵巣・血清採取 
 
妊馬血清由来性腺刺激ホルモン（PMSG; ASKA Animal Health Co., Ltd., Tokyo, Japan）・ヒ
ト絨毛性ゴナドトロピン（hCG; ASKA Pharmaceutical Co., Ltd., Tokyo, Japan）を腹腔内投与
にして排卵誘発を行った。PMSG注射後 47-49時間後に hCGを投与し、その 13-18時間後
に麻酔下で背側から切開して両側卵管を切除して採取した。ミネラルオイルで覆われた 60 
µl のドロップをヒト卵管液（human tubal fluid (HTF)） （MR-070-D EmbryoMax® Human 
Tubal Fluid (HTF) 1X, Merck Millipore, Darmstadt, Germany）で作成し、卵管膨大部を確認
して実体顕微鏡下で卵子卵丘細胞複合体（Cumulus-oocyte-complexes (COCs)）を 25 ゲー
ジ注射針で採取した。本実験で卵子を用いた解析のために使用するドロップは全て 5% 
CO2を含む加湿された 37度管理のインキュベーターを用い、実験前に予め 1時間静置して
使用した。その後背側の切開部位をクリップで閉鎖して翌日まで待機させた。再度麻酔下で、
腹側を切開して 27ゲージ注射針を用いて、心臓採血により血液を 500-1000 µl程度採取し、
採取後必要あれば頚椎脱臼によってサクリファイスして両側卵巣を採取した。右卵巣は採取
後直ちに中性緩衝ホルマリン液（Midlform® 10N, Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 
Osaka, Japan）で固定、左卵巣は液体窒素を使用して-80度保存された（図 7）。 
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（７）排卵数のカウント、体外発生の評価 
卵丘細胞を除去した卵子数のカウントと体外発生の観察を目的として、前述の COC を採
取した際と同様の HTFを用いて体外受精を行った。頚椎脱臼した 3-6 ヶ月齢の同系統のオ
スマウスの精巣上体から 25 ゲージ注射針を用いて 200 µl ドロップの中に用手的に精液を
採取し、1 時間インキュベーター内で静置した。6-7 × 105 匹/ml 程度と思われる混濁液を、
COC を採取したドロップ内に 2 µl 程度注入し体外受精を行った。インキュベーター内で 24
時間後培養した後、8 µlの KSOM ドロップに移してさらに培養した。その際に正常卵子の合
計数（フラグメント化した卵子は別にカウントした）と 2 細胞期となった卵子数をカウントした。
3 日後に KSOM 培地内の胚盤胞期となった卵子数をカウントした。全てのプロトコールは各
メスマウスに 1 ドロップを割り当てて、個体ごとにカウントされた。 
 
（８）高齢マウスにおける自然妊娠率、子宮内の胎児数の比較 
10・12 ヶ月齢メスマウスを対象にして自然妊娠について OC 投与・非投与群で比較した。
10・12 ヶ月齢に到達した時点で実験開始前に体重を測定した上で、3-6 ヶ月齢のオスを飼
育していた 5匹ケージの中に同居させて自然交配を目指した。OC投与も採卵するモデルと
同様に前日まで行った。期間中はストレスとならない程度の頻度で適宜体重測定をしながら
観察した。胸部・腹部の所見、8g 程度の体重増加（妊娠 14 日目の平均増加量）を確認して、
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帝王切開術で子宮内の生存する胎児数をカウントした。観察期間は 2 ヶ月間とし、それまで
に帝王切開術とならなかったものは解剖して子宮を採取し、硫酸アンモニウムで染色して着
床の瘢痕を調べた。 
 
（９）卵胞数の計測と泡沫状組織の卵巣内占有面積の計測 
採取した卵巣で 10 μm 厚の連続パラフィン切片を作成し、ヘマトキシリン・エオジン染色
（HE染色）を施行し、倍率 40・100・200倍の光学顕微鏡を使用して卵胞数を計測した。5枚
おき 1枚（50 μm ごとに 1 枚）のスライドについて形状・大きさで分類した以下の 3種類の卵
胞ごとに、卵子の核が明確に認識できる物のみについてカウントし、1 個体・卵巣 1 個につ
いて大体 40-60 枚のスライドを使用することになった。（A）一次卵胞：単一の顆粒膜細胞層
をもつ、（B）二次卵胞：２層以上の顆粒膜細胞層をもつ、（C）成熟卵胞：卵胞腔をもつ、とい
うように分類した（図 8）27 。 
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同様に 25枚おきに 1枚（250 μmごとに 1枚）のスライドについて泡沫状組織の卵巣におけ
る占有面積を計測した（図 9）。40・100 倍の光学顕微鏡下で卵巣の各スライドを撮影し、HE
染色で茶褐色・巨大・多核・泡沫状の細胞を形状から判定した 。面積の計測には Image J
（https://imagej.nih.gov/ij/）ソフトを使用し、卵巣全体は 40 倍像を、対象となる組織面積の計
測には 100 倍像を使用した。解析の際には、異常高値・低値を除外する目的で、基本的に
各群の最大値と最小値を対象とせずに計算した。 
 
 
（１０）染色方法（ヘマトキシリン・エオジン染色、免疫染色） 
卵巣は採取直後に前述の中性緩衝ホルマリン液を用いて、室温で 8時間程度固定した。
脱水・パラフィン置換・薄切の工程を経て、厚さ 10 μm の切片を含むスライドを作成した。形
態学的解析にために HE染色（Carrazzi's Hematoxylin, 1% Eosin Alcohol Solution, MUTO 
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PURE CHEMICALS CO., LTD.）を推奨されるプロトコールで行い 、特定の抗原の有無を調
べるために以下の手順で免疫染色を行った。（A）脱パラフィン・再水和の作業をキシレン、
エタノール、水洗作業を経て行った。（B）抗原賦活化の作業を専用の溶液を使用し（Target 
Retrieval Solution, pH 9, Dako Japan Ltd., Tokyo, Japan）、数秒間煮沸した後に 30分間室温
に静置して行った。（C）内因性ペルオキシダーゼ不活性化の作業を 0.3%過酸化水素水含
有のリン酸緩衝生理食塩水（phosphate buffered saline = PBS）に室温 30分静置、ペルオキ
シダーゼブロッキング液製剤（Peroxidase-Blocking Solution, Dako REAL, Dako Japan Ltd., 
Tokyo, Japan）に室温 1 時間静置、という方法で行った。（D）ブロッキングの作業を 5%ヤギ
血清（Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA）含有 PBS に室温 1 時間静置して行った。
（E）一次抗体の添加作業を 100倍希釈した溶液を使用して、4度環境に 8時間以上静置し
て行った。抗体の希釈液は既製品を使用した（Antibody Diluent, Dako REAL, Dako Japan 
Ltd., Tokyo, Japan）。（F）二次抗体の添加作業を 200倍希釈した溶液を使用して、4度環境
に 8 時間以上静置して行った（抗体希釈液）。（G）アビジン・ビオチンを介したペルオキシダ
ーゼ反応の発色の補助として ABC kit（AEC Staining Kit, Sigma-Aldrich co., Missouri, 
Tokyo, Japan）を利用した。PBS で 100 倍希釈した溶液を使用して室温で 1 時間静置した。
（H）発色は、茶褐色となる DAB発色を数秒程度の時間で（DAB+ liquid in EnVision+ Kits, 
Dako Japan Ltd., Tokyo, Japan）、赤色となる AEC発色を 5-10分程度の時間で行うプロトコ
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ール（AEC Staining Kit, Sigma-Aldrich co., Missouri, Tokyo, Japan）を使用した。各手順の間
で PBS での十分な洗浄を行い、また一次抗体・二次抗体は下記のものを使用した（希釈倍
率は統一した）。 
 
（１１）特殊染色（膠原線維、鉄） 
膠原線維の染色としてアザン染色（Azan stain）を試行した。上述のパラフィン切片を使用
し 、 脱 パ ラ フ ィ ン 後 に 手 順 と し て は web
（http://www.mutokagaku.com/products/reagent/pathology/azan/, 1/29 アクセス）上
に公表された武藤化学株式会社の製品・プロトコールを使用した（表 1-A）。また組織内の鉄
の染色として、脱パラフィン後にプルシアンブルー染色（Prussian Blue stain）を染色キットの
プロトコールに従い試行した（Iron Stain Kit, ScyTek Laboratories, Inc., Logan, UT, USA）
（http://www.scytek.com/productPDF/Specsheet/IRN-1-IFUrev3.pdf, 1/29 アクセス）（表 1-B）。 
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（１２）ヒト卵巣における陳旧性白体の卵巣内占有面積の計測と免疫染色 
当院で 2006～2014年に子宮頸癌・子宮体癌で卵巣切除をした 28-42歳の患者の中で、
病理学的に転移の所見がないものを検討対象にした。その中には 21人の未経産患者と 13
人の経産患者が含まれていた。転移箇所の検索として作成された摘出卵巣の検体であり、
各患者について卵巣組織が最大半径となる断面を 5 μm の厚みのパラフィン組織切片とし
て、HE 染色したものを観察した。陳旧性白体の占有面積（図 10）を比較する目的で、 光学
顕微鏡で 12.5 倍の倍率で撮影し、Image J ソフトを使用して切片中の卵巣の面積と占有面
積を計測した。この際に、未経産婦においての比較では、異常値を除外する目的で、最大
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値と最小値を原則的に各群から除いて結果を計算した。また、典型的な形態をした陳旧性
白体を組織切片の中に含んでいる 38 歳経産婦の卵巣組織切片について、マウス検体を対
象にしたプロトコールを使用して免疫染色を施行した。 
 
 
（１３）東京大学医学部附属病院での不妊治療についてのデータ収集と解析 
2001年 1月 1日から 2010年 8月 31日までの期間に東京大学医学部附属病院女性診療
科・産科不妊外来を初診し、不妊治療を行った 1947 人を対象にした。そのうち 128 人は、
89 人が追跡不可能、39 人が不育症合併の理由で除外され、1819 人の解析となった。比較
基準は、生児獲得とし、それぞれのグループごとに全体数で除した生児獲得率とした。妊娠
予後については原則的に分娩に至るまで追跡することで確認したが、転院症例など追跡困
難な場合には妊娠 14 週まで到達したものを生児獲得と定義した。追跡は 2011 年 2 月 28
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日まで行い、それぞれの患者について最初の生児獲得を確認するために最短でも 6ヶ月間
行った。不妊治療については、生殖補助医療（ART：体外受精/顕微授精・胚移植）と一般
不妊治療（non-ART：人工授精、排卵誘発など ART 以外の不妊治療全て）に分類し、hCG
（もしくは LH 製剤）使用の有無にかかわらずタイミング療法は両方から除外した。その中で
590 人が ART を施行されていたが、年齢によって以下の 8 個のサブグループに分類した。
すなわち、（A）29 歳以下、（B）30-31 歳、（C）32-33 歳、（D）34-35 歳、（E）36-37 歳、（F）38-
39歳、（G）40-41歳、（H）42歳以上、の合計 8群の生児獲得率を計算した。 
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結果 
（１）排卵抑制モデルの最適 OC用量の決定 
10 ヶ月間 30%ブドウ糖液のみを投与した 12 ヶ月齢のマウスについて有害事象がないこ
と、PMSG-hCG での排卵誘発における採卵数が非介入群と差が無いことを確認した上で
（6.2 ± 2.5個 n=5）、適切な濃度を検討した。体重比用量を換算し、ヒトの等用量・2倍量・10
倍量の 3 群にわけた。等用量群についてはオスマウスとの自然交配を観察したところ、5 匹
全てが自然妊娠・出産となったため排卵が抑制されていないものとみなした。10倍量群では、
（A）卵巣組織切片のヘマトキシリンエオジン（HE）染色を使用した観察で、卵巣が多嚢胞性
卵巣症候群（PCOS: polycystic ovary syndrome）様の形態学的変化が見られたこと（図 11-C、
表 2）、（B）腟スメアのクリスタルバイオレット染色を使用した観察で 90%以上の確率で発情
期となっていたこと（非投与群 56%, 2倍量群 71%, 10倍量群 93%）（図 5-B、表 3）、（C）有
害事象の検索目的で投与した 8 ヶ月齢マウス 4匹のうち 1匹が、投与 2 ヶ月で片麻痺の症
状が出現したこと、という 3 点の結果を理由にして採用しなかった。自然交配の実験は試行
しなかったが、卵管の観察によって全 12匹が排卵していないことは確認できた（表 4）。 
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2 倍量群では、（A）自然交配の実験で全 6 匹が妊娠・出産したが、実験開始（オスとの混
合飼育開始）から出産までの期間は非投与群と比較して延長したこと（96.0 ± 45.0日, n=6 vs. 
28.0 ± 4.4日, n=11）（表 5）、（B）卵管の観察で排卵している個体は非投与群が 13/33匹で
27 
 
あったのに対して、1/23 匹であったこと（片側のみ排卵した）（表 4）、（C）卵巣組織切片で非
投与群と比較して形態学的変化は二次卵胞でみられたものの（図 11-B、表 2）、10倍量群よ
り小さかったこと、の 3 点から完全な排卵抑制効果はないが十分に排卵抑制が得られる用
量と判断した。自然交配・出産については、マウスの妊娠期間が 20日前後であることを考慮
すると観察開始から妊娠までの期間が 10倍程度に延長していることが推測され（76.0日 vs. 
8.0日）、排卵した個体数の検討でも 10分の 1程度の頻度（4% 1/23匹 vs. 39% 13/33匹）
となっていることが示された。また有意差の比較検討はできなかったが、2 倍量群では非投
与群より母体あたりの平均出産数は少ない傾向にあった（4.8 匹 n=5 vs. 7.8 匹 n=11）（表
5）。 
 
血清黄体形成ホルモン（Luteinizing hormone = LH）値について ELISA kitでの測定では、
有意差はないものの、OC 投与量が多いほど小さい傾向となった（非投与群: 1.02 ± 0.98 
ng/ml, n = 13, 2倍量群: 0.75 ± 0.49 ng/ml, n = 13, p = 0.37, 10倍量群: 0.69 ± 0.09 ng/ml, n 
= 12, p = 0.26）。異常の結果から本実験ではヒトの体重換算で 2倍量の OCを投与したマウ
スを OC投与マウスモデルとした（OC投与群）。 
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（２）加齢性の排卵数減少と経口避妊薬長期投与による効果の判定 
（A）加齢性生殖能力低下の限界を推測する一つの参考として、定期的に妊娠を繰り返さ
せたモデルマウス（連続妊娠モデル）の出産数と分娩したマウス数の加齢性減少を 11 匹の
平均値から算出した（表 6）。6～7 ヶ月の間に 1匹死亡したマウスを除き、10匹が 16 ヶ月齢
まで観察できた。平均数のピークは 3-4 ヶ月齢の 7.8匹であったが、11-12 ヶ月齢で 5.5匹、
13-14 ヶ月齢で 4.5匹、15-16 ヶ月齢で 0匹となった。また、11-12 ヶ月齢で 9/10匹が出産し
たが、13-14 ヶ月齢では 4/10 匹、15-16 ヶ月齢で出産できなくなった。よって、経産マウスに
おいても 14ヶ月齢前後で生殖能力が限界となることが示された。この結果から未経産マウス
について 14 ヶ月齢まで PMSG-hCG刺激での採卵数（排卵数）を観察することにした。 
 
（B）排卵誘発を使用した採卵を行った結果、まず非投与群（コントロール群）における加
齢性の排卵数減少がみられた（図 12）。2-4 ヶ月齢をピークとして（25.2 ± 13.2個）、8 ヶ月齢
で明らかな減少を始め（13.5 ± 7.0個）、12 ヶ月齢でピークの 25%以下（5.9 ± 4.0個）、14 ヶ
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月齢で 1/6 程度となった（4.2 ± 3.3 個）。OC 投与群については 10、12、14 ヶ月齢について
計測したが、非投与群と比較して 12ヶ月齢のみ有意に排卵数が増加した（投与群：8.4 ± 4.7
個 vs. 非投与群：5.9 ± 4.0個, p < 0.01）。しかし、10 ヶ月齢（8.9 ± 4.2個 vs. 10.9 ± 5.4個, 
p = 0.24）、14 ヶ月齢（6.5 ± 3.7個 vs. 4.2 ± 3.3個, p = 0.06）では有意差はなかった。若年で
20日間のOC投与で有意な採卵数の差がないことも確認した（29.3 ± 15.0個 vs. 25.2 ± 13.2
個, p = 0.58）。一般的な C57BL/6N 若年マウスの産仔が 6-10 程度であることを参考にする
と、10 ヶ月齢では自然状態でも 10 個前後排卵できる程度の生殖能力を維持していることが
原因で OC での効果がでないことが推測され、14 ヶ月齢では貯蔵された卵子数の明らかな
減少によって排卵能力が著しく低下していることが原因で差がでない、と推測した。 
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 （C）有意に排卵数が増加する 12ヶ月齢マウスについては、さらなる詳細な解析を行う目的
で排卵数を指標にして分類した個体数も、全匹数での％表示として計算した（図 13）。OC
投与群と非投与群で、排卵数が 0, 1-3, 4-6, 7-9, 10-12, 13-15, 16-18, 19-21個の 8サブグル
ープ、0-6（少数群）, 7-9（中等量群）, 10-21個（大量群）の 3グループに分類した（表 8）。 
 
8 サブグループの比較では、OC 投与群では排卵数が多い群で非投与群より割合が増加し
ていることが示された。3 グループでの比較では、少数群で OC 投与群は有意に少なく（投
与群：42% n = 29/69 vs. 非投与群：62%, n = 32/52, p < 0.05, 表 8）、大量群で有意に多か
った（32% n = 22/69 vs. 13% n = 7/52, p < 0.05, 表 8）。前述の連続妊娠モデルでの 11-12 ヶ
月齢における平均産仔数（5.5 匹）を考慮して、7 個以上の排卵数を十分な生殖能力と見な
した場合、OC 投与群で有意に生殖機能を温存しているといえ（58% n=40/69 vs. 38% 
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n=20/52 P < 0.05, 表 8）、自然妊娠を目的に考えた場合は 20%（=58-38%）程度つまり 5個
体に 1体程度のマウスに効果的となっていると推測できた。 
 
 
（３）卵子の質の比較：体外受精での受精率・発生率の比較、自然妊娠後の子宮内の生存
胎児数の比較 
排卵数での差が、実際の生児獲得に対して有効かどうかを調査する目的で、発生過程を
追跡する以下の実験をプログラムした。 
（A）in vitroの受精率・発生率を比較したところ、2-3, 12, 14 ヶ月齢で加齢性の低下は見ら
れるものの、全てで OC投与群と非投与群には差がなかった（表 9）。 
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（B）自然交配後の妊娠・出産の状況を比較する目的で、10, 12 ヶ月齢について妊娠 14
日目程度の妊娠状態をターゲットとして、子宮内の生存する胎児数を比較した（図 14）。 
 
観察期間はオスとの同室の飼育を開始してから 2 ヶ月間とした。27 匹の高齢マウス（10 ヶ月
齢非投与群 5匹、投与群 4匹、12 ヶ月齢非投与群 9匹、投与群 9匹）において、1匹の 12
ヶ月齢 OC 非投与マウス以外全てが、硫酸アンモニウムでの子宮染色を含めて最終的に妊
娠が確認された。帝王切開術によって確認された群内の個体ごとの平均生存胎児数につい
ては、12 ヶ月齢で投与群が非投与群に比べて増加し、10 ヶ月齢では有意差はなかった（10
ヶ月齢： 4.3 ± 3.0 vs. 6.6 ± 1.9, p = 0.19, 12 ヶ月齢： 6.1 ± 3.6 vs. 0.4 ± 1.0, p < 0.01, 
表 10）。12 ヶ月齢においては、非投与群では 2 匹しか胎児が確認できなかったが、投与群
では 8匹で確認できた。 
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以上の結果から、IVF での発生率・受精率が同様の卵子の排卵数が増加することで、12
ヶ月齢での PMSG-hCG刺激での排卵数の差は胎児数まで影響力をもつ差である可能性が
高いことが示された。同時にそれは、OC の長期間投与が発生過程で少なくとも悪影響を与
えないということも示していた。 
 
（４）マウス卵巣の加齢性の形態学的変化と OC投与群・非投与群での比較 
OC の長期間投与が卵巣機能温存に対して効果的であることと、特にそれは 12 ヶ月齢で
顕著なように期間が限定されることが示されたため、その効果発揮の作用機序を解明するた
めに、卵巣の加齢性の形態学的変化を比較した。3 ヶ月齢（若年）、12 ヶ月齢、24 ヶ月齢の
卵巣組織切片を光学顕微鏡で観察した場合に、加齢性に卵胞（図 15、矢印頭）が減少し、
茶褐色・泡沫状の線維性の組織への置換（図 15、矢印）が進行していく所見がみられた。 
（A）従って、卵巣組織切片を使用した解析の始めとして、卵巣内の卵胞数を比較した（図
8）。顆粒膜細胞が一層、二層、卵胞腔の有無で、一次・二次・成熟卵胞を判断して、各マウ
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スの卵巣連続切片についてカウントしたところ、OC非投与群で加齢性の卵胞数減少が観察
された。その際には 50 μmにつき 1枚のスライドを使用した。 
 
2-4 ヶ月齢を若年齢群と定義して、それを基準にして考察したところ、12 ヶ月齢では一次・
二次卵胞ともに 25%程度まで低下し（一次：25.2± 11.4個 vs. 100.1 ± 28.6個, 二次：20.6 
± 11.7個 vs. 88.5 ± 19.7個）、14ヶ月齢で 15%程度まで低下した（一次：15.3 ± 6.6個 
vs. 100.1 ± 28.6個, 二次：11.8 ± 6.2個 vs. 88.5 ± 19.7個）（図 16、表 11）。 
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加齢性減少は OC 投与群でも見られたが、非投与群との比較では 12 ヶ月齢（一次：27.6 
± 12.0個 vs. 25.2 ± 11.4個 P = 0.069, 二次：18.2 ± 10.1個 vs. 20.6 ± 11.7個 P = 
0.63）、14 ヶ月齢（一次：18.2 ± 6.8個 vs. 15.3 ± 6.6個 P = 0.27, 二次：13.9 ± 5.3個 
vs. 11.8 ± 6.2個 P = 0.36）でともに一次・二次卵胞数に有意差はなかった（表 12）。 
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技術的問題により、原始卵胞数での比較はできなかったが、ヒトの卵胞貯蔵量をある程度
の大きさの成熟卵胞のカウントで推定することを考慮すると 28–30、一次・二次・成熟卵胞数の
個数に有意差がないことから、OC 投与によって貯蔵卵胞数が保存されるという効果はない
ことが推測された。特に最も原始卵胞に近い大きさといえる、一次卵胞数も各月齢で有意差
はなかった。 
（B）次にマウス卵巣組織における加齢性の線維性の茶褐色・泡沫状組織への置換を各
月齢で定量化し、その変化とOC投与との関係性を解析する事にした。それは、一般的に組
織の加齢性の線維化はストレスの蓄積と関係している可能性が高く、マウス卵巣においても
過去に報告されているからである 31,32。そこで、8 ヶ月齢以上のマウス卵巣において、この泡
沫状組織（図 9）の面積の占有率を計算することにした。非投与群を使用して解析したところ
6 ヶ月齢以下のマウスではこの組織構造がほとんど指摘できなかったために 8 ヶ月齢以上と
設定したが、8 ヶ月齢以降には加齢とともに増加していく傾向が示された（表 13）。各個体に
つき卵巣組織切片で最大面積のものについて、占有率を計算したところ、2 ヶ月間でおおよ
そ指数関数的に増加し、8 ヶ月齢の平均占有率と比較して 10 ヶ月齢で 2倍、12 ヶ月齢で 4
倍、14 ヶ月齢では 8倍程度の占有率となった（1.5 ± 0.7% n=6 vs. 3.3 ± 3.3% n=11 vs. 
5.5 ± 2.0% n=23 vs. 13.7 ± 4.1% n=10）。 
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OC 投与での排卵数に差が出る 12・14 ヶ月齢については連続切片を使用した詳細な比
較検討も行った（表 14）。250μmに 1枚のスライドを使用し、各卵巣組織について 10-15枚
程度が計測の対象となった。卵巣髄質を中心に存在するため泡沫状組織の解析に連続切
片を使用して卵巣全体に近似することを目指した。その結果、12 ヶ月齢では投与群で約
25%程度の（5.1 ± 1.6% n=23 vs. 3.9 ± 2.3% n=22 P < 0.05）、14 ヶ月齢では投与群で約
40%程度の有意な減少が見られた（13.3 ± 4.2% n=10 vs. 7.7 ± 4.2% n=14 P < 0.01）。 
 
この結果から、長期間の OC 投与群においては 12 ヶ月齢以降に何らかの作用機序があ
って、卵巣の線維化を軽減させている可能性が示された。 
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（５）高齢マウスの卵巣組織に見られた泡沫状組織の特徴についての検討 
卵巣内の卵胞数についての検討の次に、HE 染色の検体を使用して、主に 10 ヶ月齢以
降のマウス卵巣組織内にみられた、卵巣髄質を中心にして存在する明るい茶色で多核の巨
大な泡沫状細胞の集団で形成される組織について解析した（図 9）。HE 染色切片の観察と
解析から、卵巣組織において加齢性に指数関数的に増加していくことが示されたため、過
去に巨大なマクロファージとして報告されたものであったことなどを参考にして 31,32、ストレス
や線維化などと関連しているであろうことの予測や、黄体組織に隣接する像からの（図 17-
A）、形態学的に白体に近い組織であることの予想をもとにして解析を進めた。実際に後述
のように本研究でもマクロファージの性質は指摘された（図 18-C）。10 ヶ月齢以降に加齢性
に増加するこの組織の特徴を、特殊染色・免疫染色を用いて解析した。 
39 
 
 
（A）第一に、（1）膠原線維（アザン染色、青色発色）（図 17-B）、（2）鉄染色（ベルリンブル
ー染色、水色発色）（図 17-D）、（3）抗マロンジアルデヒド（MDA）抗体（過酸化脂質分解物、
AECキットでの発色のため赤色発色）（図 18-D）、（4）抗 4-ヒドロキシ-2-ノネナール（HNE）抗
体（過酸化脂質分解物、赤色発色）で陽性であることから（図 18-E）、酸化ストレス産物であ
る可能性が高いことが示唆された。また、一方過去の報告と同様に 12 ヶ月齢マウスの卵巣
組織では、（5）抗 F4/80抗体（マクロファージ、赤色発色）で免疫染色が陽性となった（図 18-
図17：マウスの泡沫状組織の特徴（特殊染色）	 
（A）12ヶ月齢OC投与マウスの卵巣組織HE染色で、白色の黄体（点線
矢印）と泡沫状組織（矢印）が共存している。（B）18ヶ月齢マウスの
卵巣組織でアザン染色を施行。青色部位が膠原線維を示す。（C）コン
トロール（ヘマトキシリン染色のみ）。（D）12ヶ月齢非投与マウス
の卵巣組織でベルリンブルー染色を施行した。水色部分が鉄分を含有
している。スケールバーは100µmで統一した。	  
A	  
B	  C	 
D	 
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C）。しかし、さらに高齢のマウス群（18 ヶ月齢など）では陽性とならなかった（図 19-B）。その
際に、MDA では陽性であったため（図 19-C）、泡沫状組織内にストレスの蓄積は存在する
が、加齢性に卵巣組織で免疫学的変化が起こっている可能性を示唆していた。 
 
一方で、（6）抗黄体形成ホルモン・絨毛膜性性腺刺激ホルモンレセプター（LHCGR）抗
体（顆粒膜細胞・莢膜細胞・黄体、赤色発色）（図 18-I）、（7）抗 growth differentiation factor 
9（GDF9）抗体（生殖細胞、赤色発色）（図 18-F）、（8）抗 DEAD-Box Helicase 4（DDX4）抗
体（生殖細胞、赤色発色）では染色されなかった（図 18-G）。従って、生殖細胞系や LHレセ
プターをもつ機能的な顆粒膜細胞由来の細胞（顆粒膜・莢膜細胞、黄体）ではないことが示
図18：マウスの泡沫状組織の特徴（免疫染色）	 
（A-I）12ヶ月齢非投与マウスの卵巣組織の免疫染色所見（泡沫状組織は矢印）。HE染色（A）、
一次抗体なし（B）をコントロール群として、AECキットを使用して赤色部分が陽性の組織と
なった。それぞれ抗体は、（C）F4/80、（D）MDA、（E）HNE、（F）GDF9、（G）DDX4。
（H, I）12ヶ月齢非投与マウスの卵巣組織に対する抗LHCGR抗体での免疫染色（I）で陰性を確認。
（H）は一次抗体なしのコントロール。スケールバーは100µmで統一した。	 
A	  B	  C	 D	 
E	  F	 G	 
H	 
I	 
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された。以上の結果から、黄体の退縮後の白体組織に近いが、長時間が経過した陳旧性の
ものである可能性が高いことを推測した。 
 
 （B）特殊染色・免疫染色からストレスに深く関係する可能性が示唆されたが、その解析と
並行して、マウスにおいて出産との関係性についても観察した。顕微鏡を使用した観察から、
経産マウスにおいてこの泡沫状組織が増加している傾向が観察されたので（図 20）、前述の
卵巣全体の面積における占有率の比較検討を、12 ヶ月齢マウスについて、未経産、経産、
妊娠（中）マウスの卵巣を使用して行った。 
 
図19：マウスの泡沫状組織の特徴（18ヶ月齢）	 
（A-C）18ヶ月齢マウスにおける卵巣内の泡沫状組織（矢印）が、F4/80陰性（B）、MDA陽性
（C）となっていることを示している。（A）コントロールとして、HE染色。スケールバーは
100µmで統一した。	  
A	  B	 C	  
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 その際には前述の 12 ヶ月齢における自然交配実験で解析されたマウスの卵巣を使用し
て、各卵巣の最大面積となる組織切片を使用して占有率を計算したところ、未経産マウスと
比較して後二者がどちらも多かった（未経産：5.5 ± 2.4% n=25, 経産：6.8 ± 4.3% n=7 P 
= 0.29, 妊娠：14.1 ± 10.4% n=5 P < 0.01）（表 15）。このことは、妊娠経過によって卵巣機
能が使用されることも泡沫状組織の増加に関係している可能性を示し、未経産・経産マウス
の卵巣を区別して解析の対象として扱うことの必要性を示していた。 
 
 
（６）ヒトの卵巣の陳旧性白体の特徴の検討とマウスの泡沫状組織との比較 
生殖的に見て高齢のマウスにみられた組織と類似して、過去の報告でヒト卵巣組織にお
いて、加齢とともに排卵周期とは別に蓄積されていく線維化を伴った白体が報告されている
ため 33、マウスの組織との類似点を検索する目的で、同様の解析を行った（図 10）。 
（A）ヒト卵巣における HE 染色の組織切片ではピンク色の組織がみられ、マウスと同様に
白銀色の黄体組織と共存している像がみられる組織検体も存在した（図 17-A、21-A）。 
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（B）次に典型的な形態をしているという理由から、38 歳 1 産子宮頸癌患者の病理学的に
異常のない卵巣組織切片を使用して、特殊染色・免疫染色で解析した。（1）膠原線維（青
色発色）（図 21-D）、（2）抗マロンジアルデヒド（MDA）抗体（DABキットでの発色のため茶色
発色）（図 21-G）、（3）抗 4-ヒドロキシ-2-ノネナール（HNE）抗体（茶色発色）で陽性であること
から、酸化ストレス産物である可能性が高いことが示された（図 21-H）。しかし、マウスと比較
して、（4）鉄染色（水色発色）では染色されなかった（図 21-E）。また、抗 LHCGR抗体（茶色
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発色）ではマウスと同様に染色されなかった（図 21-I）。以上から、線維化やストレス含有とい
う見地からは高齢マウスに見られる泡沫状組織と近い特徴を持っていることが示された。 
 
（C）加えて、マウスの組織と同様の方法を用いて陳旧性白体の定量化をヒトについても行っ
た。ヒト卵巣組織については、28-42 歳の年齢で子宮頚癌・体癌のために正常卵巣を摘出し
た未経産婦 21 人・経産婦 13 人を対象として、マウスの泡沫状組織の占有率と同様の解析
を行った（表 16）。卵巣組織切片は転移部位の有無を検索するために作成された HE 染色
の検体であり、各患者について卵巣の最大面積となる切片を使用した。このヒトの検体を使
用した解析でも、マウスと同様の（1）経産婦での増加傾向（7.4 ± 7.1% n=13 vs. 5.4 ± 
5.8% n=21 P = 0.40, 表 16）、（2）加齢性の有意な陳旧性白体の増加が観察された（6.5 ± 
2.0% n=8 vs. 2.7 ± 2.3% n=9 P < 0.01, 表 17）。 
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この結果から、高齢マウスの卵巣組織に増加していく所見が見られる泡沫状組織は、ヒトの
陳旧性白体と類似した組織であり、「陳旧性白体様の組織」と呼べるものである可能性が高
いことを示唆した。年齢は、不妊治療の成績の明らかな低下とその原因である貯蔵卵胞数
の低下が著明となるとされる 38歳を境界として解析した（図 2）。 
 
（７）ヒト不妊治療の成績から推測した生殖能力の加齢性低下とマウスとの比較 
2001-2010 年に当院で不妊治療を受けた初産婦を対象に生殖補助医療（ART）施行患
者 590 人について年齢別（29 歳以下、30-31、32-33、34-35、36-37、38-39、40-41、42 歳以
上）に累積生児獲得率（生児数/全患者数、治療回数は考慮しない）を計算した（図 22）。35
と 36 歳の境で、明らかな獲得率の低下が開始され、40 歳でピークの 1/3 程度（20.9% vs. 
67.4%）、42歳で生児獲得がほとんど起こらないという結果となった（11.7%）。 
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マウスの生殖能力の低下を調べた場合では（図 16、表 11）、8ヶ月齢で排卵数が明らかな
減少を始め、12ヶ月齢で 1/4程度まで急落し、14ヶ月齢で 1/6程度まで減少していたため、
特にヒトの ART成績と対応させると、35歳と 8 ヶ月齢、40歳と 12 ヶ月齢、42歳と 14 ヶ月齢
とみなすことができた。 
 
（８）マウスにおける経口避妊薬の最適投与期間の検討 
ヒトへの応用を検討する際に、コンプライアンスやコストの問題から可能な限り投与期間を
短縮することが望ましいため、OC 投与期間を短縮することを目的とした更なるモデルマウス
を作成した。排卵誘発を使用した検討では、10 ヶ月齢において OC 投与群と非投与群で排
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卵数に差が無く（投与群：8.9 ± 4.2個 vs. 非投与群：10.9 ± 5.4個, p = 0.24, 表 7）、12
ヶ月齢で有意差があったため（投与群：8.4 ± 4.7個 vs. 非投与群：5.9 ± 4.0個, p < 0.01, 
表 7）、10～12 ヶ月齢の 2 ヶ月間投与したモデル（2mOC 投与群）、また OC の短期間投与
のモデルとして 1 週間投与したマウス（1wOC 投与群）について排卵数を計測した（どちらも
PMSG 注射前日まで投与した）（図 6）。2mOC 投与群で有意に排卵数の増加が見られ（9.4 
± 4.2個 vs. 5.9 ± 4.0個, P < 0.05）、1wOC投与群で効果がなかったことから（5.2 ± 3.2個）、
保護効果が発揮されるには一定の長期間の投与が必要であり、不妊治療で施行されるよう
な排卵誘発直前数周期の投与による効果は本実験では見られないことが示された。この結
果は前述のマウスとヒトにおける加齢性の生殖能力低下の比較からは、ヒトで 35 歳程度から
有効である可能性を示唆していた。 
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考察 
生殖能力の低下は卵巣機能の加齢性低下が最も大きく寄与するため、卵巣機能の温存
が大きなテーマとなっている。その背景には、日本を含めた先進国の社会現象として、晩婚
化や妊娠・出産の高齢化が進行しているため、生殖能力の加齢性低下に対する対策の必
要性が大きくなっていることがある。不妊治療の発達と平行して、究極的手法として卵子・受
精卵の凍結保存などが選択肢となりつつあるが、費用や制度的な問題、決断へのハードル
の高さを考慮すると、効果的であっても完全に浸透する方法とは考えにくい。また、栄養状
態やサプリメント、抗酸化的効果を持つ内服薬での卵巣機能保護効果を示した報告も多い
という産婦人科学的な研究の流れも参考にして、今回の実験系を検討した。本研究は、「生
殖能力低下は卵巣機能の加齢性低下が原因し、卵巣機能の加齢性低下は無数の排卵周
期に伴う卵巣の組織損傷が関係する。したがって、排卵抑制を行うことで卵巣機能の温存が
可能ではないのか」というシンプルな作業仮説に基づいている。経口避妊薬（OC）投与方法
もヒトに合わせて経口投与を一日一回とした。性周期に伴う貯蔵卵胞量の減少はアポトーシ
ス機構が関係しているため、単純に排卵抑制を行った場合では防止できないことが予想さ
れたが、排卵に伴う物理的・酸化的な卵巣組織破壊に対する保護作用は期待されることが
予想された。OC は 1960 年代から避妊目的で使用され、現在は（極）低用量ピルとして嘔気
などの副作用も軽減され、安全性も確立された薬剤であり、同時にその副次効果について
49 
 
の様々な研究がなされている（表 19）34–36。 
 
2000 年より以前には実証はされていないが、OC 投与での卵胞保存の効果を主張するグ
ループも存在していた 35,37。しかし、OC の卵巣保護効果を明確に示した研究成果はなく
38,39、最近のヒトを対象とした不妊治療についての研究で主に、血清 AMH値や胞状卵胞数
（antral follicle count：AFC）などの指標を用いた卵巣予備能の評価において、OC投与がマ
イナスの効果をもっている可能性が指摘されている 28–30,40。過去の報告において保護効果
を検討する上で一番問題となっているのは、対象を抽出するための明確な基準を設けてい
なかった点であり、OC の使用とは関係なく生殖能力が高い可能性がある経産婦や若年女
性が含まれていることが結果を一定方向に導かない原因と考えた 41。今回の結果も OC 投
与の保護効果は特定の年齢に限定的である可能性が高く、母集団を限定した実験が少な
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いということが OC投与による見解が各研究で割れている要因となっているという可能性を示
していた。その点を考慮すると、未経産マウスに限定し、加齢性変化を生殖年齢のほぼ全域
で追うことを可能にした点が、本研究の最も有意義なポイントの一つと言える。今回の OC 使
用のターゲットが主に未経産婦で生殖的に高年齢の女性であるという点で、発想の転換で
あった。将来の挙児希望のために卵巣機能を保護するという、予防的な意味をもっているこ
とが重要である。月経関連の疾患や一部の婦人科良性疾患の場合を除くと、本来 OC は大
半の場合避妊目的で使用されてきたため、生殖年齢的には若年が中心であり、パートナー
がいる・経産婦であるなどの性的アクティビティが高い群に偏りがちであったが、今まで OC
を使用しないと思われた新しい使用対象層を狙っている。同時にヒトの臨床試験を行うと仮
定すると、高齢マウスにとって短縮された投与期間をヒトに換算して観察期間を設定したとし
ても、2～5 年程度の長期間を 35 歳前後の未経産婦に対して施行することとなり、他の動物
での実験結果がない場合は、現実的ではないという問題もある。本実験で使用された排卵
抑制モデルマウスはわれわれが知る限りで初めての試みであるということも、寿命が 2〜3 年
程度・生殖可能期間が 14 ヶ月程度のマウスの実験であった場合でも、OC 投与で有意差が
でるまでにも 1 年程度の長い期間が必要であったことが原因であると考えられる。よってヒト
における約 20年間の代わりにマウスで 10ヶ月間投与する必要があった。未経産マウスの生
殖能力の評価は PMSG-hCG 刺激による排卵数で比較し、評価基準が両種間で異なるとい
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う問題はあったものの、その一方でヒト未経産婦の生殖能力の低下に対する評価も不妊治
療（ART）における累積生児獲得率を使用して行った。同時にモデルマウスの観察において、
卵胞数の減少と線維化の進行という加齢性変化がみられたことから、卵巣の加齢性の形態
学的変化に着目して、OC 投与の効果の作用機序を検討することも試みた。卵胞貯蔵量を
検討するために行った卵胞数のカウントを行った解析とは別に、本研究では生殖的高齢マ
ウスの卵巣で見られる茶褐色の泡沫状組織に注目した。この組織はMDAや HNE といった
酸化ストレスマーカーで陽性となることから、卵巣組織のストレス蓄積の増加を示している可
能性があった。ある程度の高齢から加齢性に増加するこの組織に注目することで OC 投与
による保護効果を判定するというアプローチも、われわれが知る限りでは初の試みであった。 
 
OC投与の保護効果が発揮されるヒトの年齢層についての検討 
OC 投与モデルで最も重要な発見は 12 ヶ月齢で排卵数が有意に増加したということであ
るが（投与群：8.4 ± 4.7個 vs. 非投与群：5.9 ± 4.0個, P < 0.01）、この効果は 10 ヶ月齢
では発揮されず（8.9 ± 4.2個 vs. 10.9 ± 5.4個, P = 0.24）、14 ヶ月齢では増加傾向のみ
となった（6.5 ± 3.7個 vs. 4.2 ± 3.3個, P = 0.06）。加齢がある程度進行した 12 ヶ月齢で
初めて OC 投与の効果がでたことと、若年 C57BL/6N マウスの自然な状態での生涯産仔数
が 6-10 匹程度であることを考慮すると、十分な生殖能力がある月齢では OC 効果は発揮さ
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れないことが推測された。検証は困難であるが、IVF での発生率が若年でも 100％とならな
いことも考慮すると、10 個程度の排卵数となる状態が十分な生殖能力と考えられた。同様に
14 ヶ月齢という生殖的に限界月齢では有意差が出ないため、逆に貯蔵卵胞数の自律的な
減少という根本的な生殖能力の低下に対しても OC は効果がないことが推測された。この有
効期間が限定されているという現象が、OC 使用群についてのヒトの臨床研究の結果が一致
した見解を得にくくしているものと推測された。10～12 ヶ月齢の 2 ヶ月間 OC 投与したモデ
ルで排卵数を検討した場合も同様に有意に増加したことで、大幅に短縮された最適な投与
期間も検討された。排卵された卵子の質については、体外受精（IVF）による in vitro での発
生過程を比較することで、OC 投与群・非投与群ともに加齢性の受精率・発生率の低下はあ
るものの、OC 投与群でも非投与群よりも低下することはないことが示された。このことから、
排卵数の増加が生殖能力の保護という点で有効であることを示している。in vitro と in vivo
での発生過程は一般的に in vivoの方が複雑で、必ずしも自然妊娠での成績に反映されな
い可能性が考えられたため、自然妊娠で比較した OC 投与効果の検討も行った 42,43。12 ヶ
月齢で平均生存胎児数に有意な増加がみられたため（投与群: 6.1 ± 3.6 n=9 vs. 非投与群: 
0.3 ± 1.0 n=9, P < 0.01）、生殖能力についての排卵数で比較した有意差は、実際の生児獲
得までの差となる可能性が高いことが示された。 
産仔数や性周期などの生殖システムの種間での差はあるが、モデルマウスの結果と不妊
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治療成績から推測したヒト未経産婦の生殖能力を比較することで、同時にヒトでの応用を念
頭においた検討をおこなった。非投与群（自然状態のマウスとして検討）でのPMSG-hCG刺
激下の排卵数は 6-8ヶ月齢から低下を始め、10-12ヶ月齢で急落し、14ヶ月齢でピーク時の
1/6 程度となっていた（25.2 ± 13.2 個 vs. 4.2 ± 3.3 個）。ヒトの ART での生児獲得率も
35-36 歳から低下を始め、40 歳を境に急落し、42 歳でピーク時の 1/6 程度となった（67.4% 
vs. 11.7%）。過去の報告とも一致するパターンであったため、妥当であると判断した 44。この
ことから、6-8 ヶ月齢を 35-36歳、10-12 ヶ月齢を 39-40歳、14 ヶ月齢を 42歳程度と見なすこ
とができた。さらに、ヒトの生殖年齢が 18から 42歳程度、マウスが 2から 14 ヶ月齢程度と考
えるとヒトの 24年間がマウスの 12 ヶ月間、マウスの 1 ヶ月をヒトの 2年とみなすことが可能で
あると考えた。従って、生殖能力の加齢性低下から考えるとマウスでの OC 投与が有効とな
る 10～12ヶ月齢を 38歳から 40歳ころと見なせ、2ヶ月間を 4-5年程度と考えて、ヒトにおけ
る個人差も考慮すると、実際に OC の予防的な使用を推奨する年齢を 35 歳からとした。そ
れは、生殖能力の加齢性低下が急激に進行する前から開始することが望ましいという結果
でもあった。 
 
 
卵巣の加齢性の形態学的変化の検討と OC投与による保護効果の作用機序の検討 
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卵巣機能の加齢性低下は貯蔵卵胞量の減少と卵巣組織破壊の二つの経路が中心とな
っているが、本研究では卵巣組織切片を使用した形態学的な解析によって、卵巣機能低下
に対する保護作用の機序を検索した。OC 投与による排卵抑制で、無数の排卵周期による
卵胞の消費や物理的・化学的な面での卵巣組織破壊の軽減がおこっているのではないか、
と仮説を立ててプログラムしたモデルであった。まず、貯蔵卵胞量について検討した。原始
卵胞数のカウントについては、同様に生殖能力について検討したタイプの過去の報告で貯
蔵量を反映しているとされているが、本実験では切片の厚さなどの技術的問題があり施行で
きなかった。しかし、過去の報告からある程度の大きさの卵胞の数も貯蔵量に比例するとさ
れているため、形態的に判断して一次・二次・成熟卵胞についてのカウントは行った。OC 投
与群において排卵数で増加がみられた 12・14 ヶ月齢では、3 種類の卵胞全てで有意な変
化は見られなかった。同様に不妊治療を中心にして、卵巣予備能を反映しているとされる血
清 AMH 値についても 12・14 ヶ月齢でともに有意な差を検出できなかった。従って、今回の
評価基準の範囲では加齢性の卵胞貯蔵量の減少に対しては OC 投与による排卵抑制の効
果がない可能性が高いことが示された。 
一方で、文献上では 2例の研究で報告されている卵巣内の構造物であるが、今回の実験
では特にこの泡沫状組織に注目した 31,32。自然状態のマウスで 8ヶ月齢から見られ始め、10
ヶ月齢以降に顕著に髄質を中心に見られる、茶褐色・泡沫状・多核の明るい細胞集団が
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HE 染色の切片で観察された。過去の研究では、F4/80 が陽性となるマクロファージ由来の
細胞であり、MDA、HNE などの脂肪酸化のストレスマーカーで陽性となることや、膠原線維
や鉄を内部に指摘できることが報告されていたため、本研究でも同様の解析をまず行った。
過去の報告との違いとして、マウスの卵巣で 14 ヶ月齢以降にみられる特に巨大な泡沫状組
織は F4/80陽性とならないという新しい発見を得た。このことは加齢性にこの組織が蓄積され
ていく中で、その免疫学的性質も変化していく可能性を示していた。抗 LHCGR抗体では免
疫染色が陰性となったため、活性をもった状態の顆粒膜・莢膜細胞由来の黄体や白体であ
る可能性が低く、このことが「陳旧性」ということの根拠となっている。加えて過去の報告で示
されたヒトの陳旧性白体についても同様に検索したが、マッソントリクローム染色で膠原線維
が、MDA・HNEで酸化ストレスが指摘されたが、ベルリンブルー染色では鉄分は指摘されな
かった。同様に LHCGRの存在は指摘されなかった。このことからマウスで指摘した組織が、
既知である生殖的に高齢のヒト卵巣にみられる陳旧性白体に相当する組織である可能性を
示した。この組織は未経産マウスでは主に 10 ヶ月齢、未経産婦のヒトでは 38 歳から明らか
に指摘できた。 
また、特殊染色・免疫染色を使用した解析から酸化ストレスマーカーそのものや酸化スト
レスの結果で起こる線維化が指摘されたことから、この組織は酸化ストレスの蓄積量であると
考えて、本研究では加齢性の卵巣組織破壊の程度を定量化するということを試みた。卵巣
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組織切片について、卵巣全体の面積への占有率を計算するという単純な方法を使用したが、
この試みは知る限り、世界で初めであった。まずマウス・ヒトともに加齢性に増加していくこと
が示すために、各卵巣について面積が最大になる切片 1 枚についてのみの解析を行った
が、マウスにおいては 12 ヶ月齢で 8 ヶ月齢の 3 倍以上（5.5 ± 2.4% n=25 vs. 1.7 ± 1.3 
n=8）、14 ヶ月齢で 8倍程度（13.6 ± 6.2% n=12 vs. 1.7 ± 1.3 n=8）に増加し、ヒトでは 38
歳以上で 38歳未満の 2倍程度の増加となっていた（5.9 ± 2.6% n=9 vs. 3.0 ± 2.5 n=11）。
さらには OC 投与群では有意差はないものの、10・12・14 ヶ月齢全てに関して非投与群と比
較して少ない傾向であった。その結果をふまえて、OC投与モデルマウスで排卵数が有意に
増加する 12・14 ヶ月については、卵巣全体を近似するために連続切片での比較を行った。
各卵巣について最大面積の解析の場合は、髄質中心に茶褐色の泡沫状組織が存在すると
いう性質から、実際の差が検出されにくいという傾向があったためである。連続切片でのこの
組織の占有率は、12月齢で OC投与群は有意に少なく（5.1 ± 1.8% n=25 vs. 3.5 ± 2.1 
n=22, p < 0.01）、14 ヶ月齢でも減少傾向となっていた（13.3 ± 4.7% n=12 vs. 8.5 ± 6.9 
n=14, p = 0.053）。この結果は、OCによる排卵周期の抑制が卵巣の酸化ストレスの蓄積を緩
和している可能性を示していた。一方でこの組織についての解析には限界もあり、同等の月
齢・年齢で比較した場合に、マウス・ヒトともに経産の場合（妊娠中においても）に明らかにこ
の組織が多量に指摘されるため、未経産にのみ適応できるものであった。 
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しかし、以上の卵巣組織の形態学的検討によって、卵巣機能温存のメカニズムは貯蔵卵
胞量の維持というよりは加齢性の酸化ストレス蓄積の緩和を介して起こっている可能性が高
いことが示唆された。 
 
結論 
経口避妊薬を使用して長期間の排卵抑制モデルマウスを作成し、生殖能力の加齢性変
化を比較することで、生殖年齢の大半において無数に行われる排卵周期からフリーとなった
高齢マウスでは、排卵数が有意に増加することが発見された。また、各月齢での排卵数の比
較と合わせて、最も効果的な投与期間は 10～12 ヶ月の期間であることも示された。そして同
時に行われた卵巣組織の解析から線維化の減少傾向を指摘できたため、その卵巣保護の
作用機序は貯蔵卵胞量の維持ではなく、酸化ストレスの加齢に伴う蓄積の緩和によるものだ
と推測された。マウスとヒトのその組織の類似点を比較したうえで、初めてこの線維性の泡沫
状組織の定量という指標を用いた。この結果から、ヒトにおいても経口避妊薬の長期間の使
用の効果がある可能性が示され、それは 35歳からが最も効率がよいという結論に至った。 
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